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現在の農業において，農薬の使用は否定し難い状
況にあり，農薬を使用しなかった場合，病害虫や雑
草などの披害により，収穫量が24～97％に減少し，
経済的損失も多大となるとされ，更には，農業従事
者の労働負荷が過重なものとなる。しかしながら，
農薬は基本的には何らかの毒性を有していることか
ら，作業者の健康危害，周辺環境への影響，あるい
は農産物における残留毒性などを防止するために，
農薬の低毒性化などの様々な措置がとられてい
る??。これらのことから，生物的な防除が検討され，
特に微生物農薬が近未来の農薬として注目されてい
る。現在，微生物農薬は殺虫剤の中で0.6％を占める
にすぎないが，その生産量は今後更に増加すると考
えられている。
現在生産されている微生物農薬の大半は BT菌
製剤である。BT菌製剤は Bacillus thuringiensis（以
下 B. thuringiensis）を利用した殺虫剤である。B.
thuringiensisは，グラム陽性の桿菌で，対数成長末
期に芽胞と特定の昆虫種に殺虫活性を示す結晶タン
パク質（ICP）を産生する土壌微生物である。ICPは
鱗翅目昆虫に食下された場合，アルカリ性消化液で
プロトキシンに分解され，更に，消化液中のプロテ
アーゼの分解を受けトキシンとなり，死に至らしめ
る。ICPは酸を消化液とする昆虫や哺乳類に食下さ
れた場合，アミノ酸にまで分解するために，トキシ
ンとしては働かない??。したがって，人間や有用動物
に無害である。また，自然界において速やかに分解
され，環境汚染期間が短いことから，優れた生物農
薬として注目され，B.thuringiensisを利用した製品
は BT生菌剤，BT死菌剤，BT遺伝子利用組換え作
物などが開発され，年々その量を増し，欧米諸国を
はじめ世界の約60か国に広く普及し，アブラナ科の
野菜，果樹，茶や街路樹に農薬として使用されてい
る??。
農薬開発には野生株の獲得が必須であることか
ら，世界各地で調査が行なわれ，土壌には普遍的に
野生菌株が分布していることが示唆されているが，
B. thuringiensisの分離および検索には多くの労力
を必要とするのが現状である。BT生物農薬使用に
当たっては野生 B. thuringiensisの分布に関する基
礎資料が必要である。このことから，より簡便な方
法の開発が望まれている。本試験は，野外における
B. thuringiensisの簡易分離法を検討した。
材料および方法
１）供試菌株
本試験における供試菌株は，酪農学園大学酪農学
科微生物利用学研究室保存の B.thuringiensis37亜
種63株（Table 1）および，野幌森林公園から分離
した芽胞菌148株を用いた。野幌森林公園からの芽
胞菌分離は，前報??の方法に順じて行った。即ち，土
壌サンプル10gに滅菌蒸留水10mlを加え攪拌し
た後，静置し，上澄1.0mlを分取し，98℃10分間加
熱した。加熱液は階段希釈し，肉エキスペプトン寒
天平板培地（Meat extract0.3％，Peptone0.3％，
NaCl 0.4％，Agar 1.5％）に塗布した。これらを
30℃で24時間培養し，コロニー形態が B. thurin-
giensis/cereusと思われる菌株を釣菌し，肉エキス
ペプトン液体培地に保存した。
２）分離菌株の選抜実験
実験はデンプン分解性試験および Phenolsulfon-
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 phthalein反応によるMannitol分解性および
Phenolsulfonphthalein反応の時間，加えて Egg-
yolk lecithinase反応によって選抜した。即ち，①デ
ンプン分解性反応試験は，デンプン分解性反応平板
培地（Meat extract0.3％，Peptone0.3％，Starch
0.3％，NaCl0.4％，Agar1.5％，pH7.0）を用い，
供試菌株を約１cm間隔で竹串を用いて植菌し，
30℃２日間培養した後，ルゴール液を点滴してデン
プンの有無を観察した。次いで②Mannitol分解性
反応試験に供した。即ち，実験はMeat extract
0.3％，Peptone0.3％，Mannitol1.0％，Phenolsul-
fonphthalein0.0025％，NaCl0.4％，Agar1.5％，
pH7.0試験管高層培地に供仕菌株を植菌し，30℃で
培養を行ない，それぞれの赤色反応を観察した。こ
れらは反応時間も３時間毎に計測した。次いで③
Egg-yolk lecithinase反応実験は Peptone 0.1％，
yest extract 0.05％，NaCl0.4％，glycine0.3％，
polymyxin B0.001％，Agar1.8％を120℃で15分
間高圧蒸気滅菌後，20％（v/v）卵黄・リン酸緩衝生
理食塩水を10％無菌的に加えて作成した平板培地
に約１cm間隔で植菌し，24時間後，卵黄陽性白濁環
を観察，白濁環の得られた株を Phospholipase Cの
産生株とした。
選抜試験で選抜された菌株は肉エキスペプトン寒
天培地で４日間培養し，２％マラカイトグリーン溶
液および0.3％サフラニン溶液によって芽胞および
ICPの識別染色を行い，光学顕微鏡で ICPの確認さ
れたものを B. thuringiensisとした。
結果および考察
B. thuringiensisは栄養細胞1.0～1.2×３～５
umの大型の桿菌で，Bacillus cereusと生化学性状
および寒天平板状での生育状況は全く同一で，B.
thuringiensisと B. cereusは ICPを産生すること
で区別されている。B.cereusは土壌の常在菌で１ g
当たり，10?～10?と多い??。これに対して土壌中の B.
thuringiensisは土壌分離芽胞菌株の１－２％であ
る??。このことから土壌中の B. thuringiensisは B.
cereusに包括して分離される。
本実験は B. thuringiensisのデンプン分解性，
Mannitol分解性，Phospholipase C産生に着目し，
土壌からの本菌選抜の簡便法について検討した。即
ち，B.thuringiensisはデンプン分解性陽性であるこ
とから，野外分離菌株の陰性 Bacillus属と区別し
た。即ち，B.thuringiensisはすべてが陽性となった
のに対し，野外分離菌株は18％が陰性となり，区別
された。
Mannitol分解性試験ではMannitol分解による
培地 pHを Phenolsulfonphthaleinによって判定
し，B.thuringiensisはMannitol非分解であること
から，赤色反応が得られた株を陰性株とした。この
結果全供試 B.thuringiensis63株は陰性となったの
に対し，野外分離菌株では48％が陽性となり区別さ
れた。反応時間については，B.thuringiensisでは植
菌から３時間後で21％，３～６時間後で63％，６
～９時間で10％，12時間後18時間後で３％が赤色
反応となり，培養開始後６時間以内に赤色反応を示
す菌株が84％となった。Seroverにおける赤色反応
時間は Table 1.に示した。即ち，galleriaeは反応時
間がもっとも遅く18時間で赤色反応となる顕著な
特徴を示したが，kurstakiでは３時間，６時間，９時
間にまたがり，aizawaiは６時間，９時間，12時間に
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Table 1  Time to positive reaction to phenolsulfonphthalein in 63 strains of B. thuringiensis
 
Reaction time  Serovar and Variety  Number of strains
 
alesti  darmstadiensis 73-E-10-16  dendrolimus  darmstadiensis 73-E-37-14
 
indiana Sg5-9  indiana Bit3  kurstaki HD-1  kurstaki HD-263 3 hours  ostriniae  oyamensis  tenebrionis  thuringiensis BA-068 13
tolworthi
 
aizawai juroi  aizawai HU-B  canadensis  dakota HD-51
 
darmstadiensis  darmstadiensis KNB4-6  darmstadiensis 73-E-10-2  entomosidus
 
finitimus  fukuokaensis B88-84  fukuokaensis 84-F-26-3  indiana
 
indiana Bit5  indiana Bit8a  indiana U-4b  indiana Ur-7a
 
israelensis  japonensis  kenyae  kurstaki HD-73 6 hours  kurstaki mc  kumamotoensis  kumamotoensis B89-2  kumamotoensis Sg5-7
 
kyushuensis A  kyushuensis B  leonensis  morrisoni
 
nigeriae  pakistani  shandongiensis  subtoxicus
 
sumiyoshiensis 84-F-51-4  thuringiensis HS  thuringiensis 996  thompsoni
 
tohokuensis  tochigiensis  wuhanensis  yunnanensis 40
aizawai HU-A  fukuokaensis B88-82  kurstaki HD-2  leonensis B89-1 9 hours  sotto  thomanoffi 6
12 hours  aizawai IPL  colmeri 2
18 hours  galleriae A  galleriae B 2
またがり，赤色反応時間は serover内において異な
るものと同一になるものとがあった。赤色反応時間
は必ずしも seroverに対応するものではなかった。
これらは seroverの試験菌株数が多くなるにした
がって明らかになる。野外分離菌株では，培養３時
間後で赤色反応を示した菌株は得られなかった。そ
の後，培養６時間後において52％が赤色反応を示
し，９時間後では13％，12時間後で８％，21時間後
で５％が赤色となり，以後24時間以内に赤色反応を
示した菌株は得られなかった。このことから野外分
離菌株では，赤色反応は培養開始後６時間に集中し，
徐々に赤色反応様は減少しながら21時間後まで継
続して反応が現われる傾向があった（Fig 1）。
野外分離菌株に対する一連の実験で得られた結果
は，分離株の内，デンプン分解性実験において陽性
反応菌株121株中，Mannitol分解性実験でMan-
nitol陰性株は61％選抜され，B.thuringiensis/cer-
eus候補とされた。デンプン分解陰性株の中でMan-
nitol分解陰性株は２％と少なかった。この結果から
野外分離株全体の50％が B. thuringiensis/cereus
候補として，選抜されたことになり，高い選抜結果
となった。
更に，デンプン分解能力を有し，Mannitol非分解
株の中で Phospholipase C産生株の選抜を行なっ
た結果，75％が選抜された。この結果は野外分離株
全体の36％となった。
本試験において選抜された36％：53株において，
ICPの識別染色を行なった結果，その内４株：
7.5％において ICPが確認され B. thuringiensisと
された。菊田ら??は屋久島の自然環境において調査
を行ない B. thuringiensisの分離率は１－２％であ
るとしている。佐々木ら??は北海道における森林土
壌を調査して7864株の胞子形成菌から63株の B.
thuringiensisを分離し，分離率は0.80％であるとし
ている。本実験の B. thuringiensis分離率は著しく
高い結果となったことから，野外 B. thuringiensis
分離法として有効な手段であると考えられた。
要 約
B.thuringiensis剤の使用量の増大に供ない，野生
B. thuringiensisの分布に関する基礎資料の蓄積が
必要であることから，調査のための簡便な分離検索
法を検討した。
供試菌株は酪農学園大学微生物利用学研究室保存
の B.thuringiensis37亜種63株および，北海道江別
市野幌森林公園から分離した芽胞菌148株を用いて
行なった。選抜実験はデンプン分解性試験および
Mannitol分解性（Phenolsulfonphthaleinの反応，
および反応時間），加えて Egg-yolk lecithinase反応
によった。
この結果，供試 B.thuringiensisの Phenolsulfon-
phthalein指示薬反応時間は植菌から３時間後で
21％，３～６時間後で63％，６～９時間で10％，12
時間後18時間後で３％が陽性反応となった。陽性反
応時間は必ずしも seroverに対応していなかった。
野外分離菌株に対する一連の実験で，分離株の内
から B. thuringiensis/cereus候補として選抜され
たのは，デンプン分解性実験において82％，これら
の内，Mannitol分解性実験では61％，更に，これら
の内，Phospholipase C産生株は75％となった。こ
の結果 B. thuringiensis/cereusは野外分離株全体
の36％となり，高い選抜効果をあげる事ができた。
B. thuringiensis/cereusとして選抜された菌株を
ICPの識別染色を行なった結果，その内7.5％が B.
thuringiensisとされた。
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Fig 1  Bacterial reaction to phenolsulfonphthalein,
shown by howrs after planting.
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Summary
 
The increasing consumption of Bacillus thuringiensis agricultural chemicals is of growing concern to
 
public health and to the preservation of the natural environment. To better understand the wild B.
thuringiensis, isolation of the bacterium is necessary. However, a simple isolation method has not been
 
available. In the present study,we devised a simple method for isolating and screening the bacterium. The
 
method was then used in the screening of 63 strains of 37 serovar of B.thuringiensis obtained from Rakuno
 
Gakuen University and in the screening of 148 strains obtained from Nopporo National Forest Park,Ebetsu
 
City,Hokkaido. The method employed a starch hydrolysis test,the mannitol degrading test (phenolsulfon-
phthalein reaction and reaction time),and an egg-yolk lecithinase reaction test.
Three hours after planting,21% of the B.thuringiensis specimens indicated positive reactions to phenolsul-
fonphthalein;at 3 to 6 hours after planting, 63%;at 6 to 9 hours, 10%;and at 12 to 18 hours, 3%. No
 
correlation was noted between the positive reaction time and the serovar.
The starch hydrolysis test identified 82% of the isolates as B. thuringiensis/cereus candidates; and
 
screening by the mannitol degrading test further qualified 61% of those candidates as being possibly B.
thuringiensis or B.cereus. Examination of those isolates then identified 75% of them as strains producing
 
phospholipase C. Thus,B.thuringiensis/cereus accounted for 36% of the total field isolates. These results
 
show that the method used in this study is a highly effective approach to the screening of useful bacteria in
 
the field.
The strains selected as B.thuringiensis/cereus candidates were further tested by crystal proteins discrimi-
nation staining,and finally 7.5% of them were found to be B. thuringiensis.
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